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Le cancer du pancréas est l’un des plus chimiorésistants, avec un taux de survie sur 5 ans 
inférieur à 5%. La chimiorésistance pourrait être due à la présence de cellules initiatrices de 
tumeur (TICs), une petite sous-population des cellules tumorales possédant la capacité de 
régénérer une nouvelle tumeur. Il a été démontré que la metformine cible les TICs par un 
mécanisme non élucidé. Il est connu que la metformine affecte le métabolisme du carbone. Il a 
également été démontré que le métabolisme du carbone, plus précisément la glycine 
décarboxylase (GLDC), est à la fois nécessaire et suffisant à l’acquisition de propriétés 
d’initiation tumorale. Nous proposons que la metformine cible les cellules initiatrices de tumeur 
en affectant le métabolisme du carbone.  
Nous avons utilisé des lignées cellulaires dérivées d’un modèle murin de cancer du 
pancréas pour comparer l’expression génique de lésions bénignes versus malignes. Les cellules 
malignes surexpriment Gldc. La metformine diminue l’expression de Gldc, et la surexpression 
de Gldc diminue la sensibilité à la metformine dans un essai de sphères tumorales. La 
metformine induit une augmentation du ratio NADP+/NADPH, et la surexpression de Gldc 
empêche cette augmentation.  
Nous proposons que la metformine diminue l’expression de Gldc, ce qui cause une 
diminution du flux du métabolisme du carbone, et donc une diminution de la production de 
NADPH par ce dernier. L’augmentation du ratio NADP+/NADPH inhibe la synthèse des acides 
gras et la régénération de la glutathione, ce qui pourrait expliquer la diminution de la formation 
de sphères tumorales sous traitement metformine.  
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Pancreatic cancer is one of the most chemoresistant cancers, with a 5-year survival rate 
lesser than 5%. Chemoresistance might be due to the presence of tumor-initiating cells (TICs), 
a small subpopulation of tumor cells with stem-like characteristics which possess the unique 
ability to self-renew and to generate a new tumor. Metformin has been shown to affect TICs in 
various cancer types, but the mechanism through which it does so is unclear. It is known that 
metformin affects one-carbon metabolism. It has also been shown that one-carbon metabolism, 
more precisely the glycine decarboxylase (GLDC) enzyme, is both necessary and sufficient to 
the acquisition of tumor-initiating properties. Considering this, we propose that metformin 
affects TICs by targeting one-carbon metabolism.  
Using cell lines derived from a genetically engineered mouse model of pancreatic cancer, 
we compared gene expression data from cells derived from benign pancreatic neoplasia with 
cells derived from pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), and found that PDAC cells 
exhibited a dramatic increase in Gldc expression. Metformin treatment decreases Gldc 
expression in PDAC cell lines, and Gldc overexpression greatly decreases metformin sensitivity 
in a tumor sphere assay. Metformin induces an increase in NADP+/NADPH ratio, which is 
rescued by Gldc overexpression.  
We propose a model in which metformin decreases Gldc expression, which causes 
reduced flux through mitochondrial one-carbon metabolism. This results in decreased NADPH 
production by this pathway. This increase in NADP+/NADPH ratio impairs fatty acid 
biosynthesis and glutathione regeneration. Together these effects might explain the decrease of 
tumor sphere formation under metformin treatment. 
 
Keywords : cancer metabolism, glycine decarboxylase, metformin, NADPH, one-carbon 
metabolism, pancreatic cancer, tumor-initiating cells. 
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Introduction 
Les cellules initiatrices de tumeur 
Le cancer du pancréas 
Le cancer du pancréas représente 3% de tous les nouveaux cas de cancer, mais 7% des 
morts liées au cancer (1). Il est l’un des cancers les plus mortels, avec un taux de survie de moins 
de 5% sur 5 ans (2, 3). Ce faible taux de survie est partiellement dû au fait que le diagnostic est 
souvent tardif. En effet, seulement 20% des patients diagnostiqués sont éligibles à la chirurgie, 
le cancer ayant déjà métastasé dans les autres cas (4). Ceci, combiné au fait qu’il n’existe 
actuellement aucune chimiothérapie efficace contre ce cancer lorsque la chirurgie n’est pas 
possible (4), explique le taux de survie désolant observé. Pour cette raison, il est crucial d’étudier 
le cancer du pancréas, afin de mieux le comprendre et de développer des chimiothérapies 
capables de l’éliminer.  
Initiation et progression du cancer du pancréas 
Le pancréas est composé de cellules acinaires et ductales, les cellules acinaires sécrétant 
les enzymes digestives et les cellules ductales formant les canaux transportant ces enzymes vers 
l’intestin grêle. Le cancer du pancréas débute habituellement dans les cellules acinaires, souvent 
par une mutation activatrice de l’oncogène KRAS (5). K-Ras est muté dans plus de 90% des 
cancers pancréatiques (6) et environ 30% de tous les cancers (7). Cette mutation induit une 
transdifférenciation des cellules acinaires en cellules ductales, un processus appelé métaplasie 
acinaire à ductale (ADM). Ces cellules progressent ensuite à travers différentes phases de lésions 
intraépithéliales préinvasives (PanIN1-3; figure 1, p.2), suivant la perte de différents 
suppresseurs de tumeur comme p16INK4a et p53, avant d’éventuellement évoluer en 
adénocarcinome pancréatique ductal (PDAC) (6, 8, 9).  
Des lésions de type PanIN1-2 sont retrouvées chez la majorité des adultes de plus de 
40 ans et ne sont pas nécessairement associées au développement d’un cancer. Par contre, la 
présence de lésions de type PanIN3 est presque inévitablement associée au développement 




Figure 1. Schéma de la progression du cancer du pancréas. 
Le cancer pancréatique se déclare le plus souvent à partir de cellules acinaires, qui subissent une 
reprogrammation de leur identité vers une identité de cellule ductale. On appelle cette transition 
ADM (métaplasie acinaire à ductale). Les lésions ADM peuvent ensuite progresser à travers 
trois stades de lésions intraépithéliales préinvasives (PanIN1-3) de plus en plus transformées, 
jusqu’à atteindre le stade d’adénocarcinome pancréatique (PDAC).  
Des lignées cellulaires ont été établies à partir de souris Pdx1-Cre;LSL-KRasG12D présentant des 
lésions de type ADM-PanIN1 (lignées 1497, 1498, 1499) ou des cancers pancréatiques (lignée 
AH375). La lignée NB508 a été établie à partir d’un cancer pancréatique de souris Pdx1-
Cre;LSL-KrasG12D;p53Lox/+;p16+/-.  





La conception du cancer : modèle stochastique versus hiérarchique 
La conception du cancer a beaucoup évolué au cours des dernières années. Le modèle 
classique du cancer, dit stochastique, propose que la majorité des cellules de la tumeur sont 
capables de générer une nouvelle tumeur. Selon ce modèle, puisque toutes les cellules de la 
tumeur ont des probabilités environ égales de générer une nouvelle tumeur, le but de la 
chimiothérapie doit être d’éliminer l’ensemble de la tumeur. Le succès thérapeutique est alors 
mesuré à la réduction de la taille de la tumeur. Malheureusement, les thérapies anticancéreuses 
développées selon cette conception du cancer, bien qu’ayant eu du succès dans certains cas, ont 
connu des échecs fracassants contre les cancers particulièrement malins, comme le glioblastome 
et le PDAC (2, 10). Elles se révèlent aussi fréquemment incapables de prévenir les rechutes 
thérapeutiques, c’est-à-dire la récurrence du cancer suite à l’arrêt du traitement. Ces 
insuffisances suggèrent que cette conception du cancer est peut-être incomplète, et qu’il sera 
nécessaire de réfléchir autrement si l’on souhaite développer des thérapies anticancer plus 
efficaces et entraînant moins de rechutes.  
C’est là où le modèle hiérarchique du cancer entre en jeu. Il y a une vingtaine d’années, 
il a été découvert que, dans les leucémies, seule une petite fraction des cellules leucémiques 
possédaient la capacité de générer à elles seules une nouvelle tumeur (11). Ces cellules ont été 
dénommées « cellules souches cancéreuses », ou « cellules initiatrices de tumeur » (TICs). Elles 
ont par la suite été identifiées dans une variété de cancers solides, dont le cancer du cerveau, du 
poumon, du sein et du pancréas (12-22).  Les TICs ont des caractéristiques similaires à celles 
des cellules souches. En effet, elles expriment des facteurs de transcription associés à la 
pluripotence, ont une résistance accrue à l’apoptose, aux dommages à l’ADN et au stress 
oxydatif, ont la capacité d’entrer en quiescence et expriment parfois des transporteurs ABC (12-
15, 17, 21, 23-25). De plus, elles seraient capables de s’auto-renouveler ainsi que d’engendrer 
des cellules filles plus différenciées mais se divisant plus rapidement, qui elles formeraient le 
gros de la tumeur (17). Considérant que la chimiothérapie traditionnelle cible essentiellement 
les cellules se divisant rapidement, et ce, souvent en leur infligeant des dommages à l’ADN, il 
devient vite évident que les TICs sont beaucoup moins sensibles à la chimiothérapie que le reste 
des cellules de la tumeur (23). Il a d’ailleurs été démontré que, suite à un traitement de 
chimiothérapie induisant une réduction de la taille de la tumeur, les cellules cancéreuses qui 
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restent sont fortement enrichies en TICs (26-28), ce qui explique les rechutes thérapeutiques 
fréquemment observées après l’arrêt du traitement. Il devient donc crucial de développer des 
thérapies ciblant spécifiquement les TICs. Ces thérapies pourraient être utilisées en combinaison 
à des thérapies traditionnelles, afin de diminuer à la fois la taille de la tumeur et sa probabilité 
de récurrence.  
Techniques pour identifier et/ou quantifier les cellules initiatrices de tumeur 
Le développement de thérapies ciblant les TICs nécessite des techniques permettant de 
quantifier celles-ci dans différentes conditions, afin de mesurer l’efficacité des thérapies 
proposées. Il existe plusieurs techniques possibles, chacune présentant divers avantages et 
inconvénients. 
Essai de sphères tumorales 
L’essai de sphères tumorales est basé sur l’essai de neurosphères, qui a été développé il 
y a environ vingt ans (29). Cet essai consiste à faire croître les cellules dans un pétri ou puits 
traité pour la non-adhérence, dans un milieu enrichi en facteurs de croissance. Les cellules 
souches totipotentes et les cellules progénitrices pluripotentes sont capables de proliférer en 3D 
et chacune d’elle va former une sphère (29-32). L’essai est donc clonal et permet de quantifier 
la proportion de cellules à caractère souche présentes dans la population. Les cellules non 
pluripotentes vont survivre dans ces conditions de culture mais ne proliféreront pas ou très peu 
et ne formeront pas de sphères (29-32). 
L’avantage de cet essai est qu’il se base sur la propriété intrinsèque des cellules à 
caractère souche de former des sphères, et ne nécessite donc pas l’utilisation d’un marqueur 
moléculaire spécifique pour la quantification, comparativement au FACS. L’essai de sphères 
tumorales est également relativement rapide (7 à 14 jours). Par contre, l’un des désavantages est 
qu’il peut surestimer la proportion de TICs, puisque les cellules souches comme les cellules 
progénitrices précoces, qui possèdent toutes deux un caractère souche, sont capables de former 
des sphères (29). Une autre limitation de cet essai sont que les cellules pluripotentes « 
dormantes » (quiescentes) ne formeront probablement pas de sphères même si elles sont 
techniquement pluripotentes (29). Aussi, cela reste un essai in vitro qui ne récapitule pas toute 




Une autre technique couramment utilisée pour quantifier et trier les TICs est le FACS 
(cytométrie en flux). Le FACS permet de trier les cellules selon leur reconnaissance ou non par 
un anticorps contre une protéine donnée, ainsi que par leur efflux ou non de certains colorants 
(par exemple celui de Hoescht, caractéristiquement effluxé des cellules exprimant des 
transporteurs ABC (33)). L’avantage du FACS est qu’il permet de séparer des populations de 
cellules vivantes pour des expériences subséquentes, à condition d’utiliser pour le tri des 
marqueurs ne nécessitant pas de perméabilisation. Par contre, le désavantage principal est que 
la qualité des données obtenues par FACS dépend de l’existence d’un marqueur fiable et validé 
des TICs dans le cancer étudié. La validité des marqueurs doit être testée, habituellement par 
essai de dilution limitante par xénogreffe (discuté ci-après), afin de valider qu’il y a 
effectivement enrichissement du potentiel d’initiation tumoral suite au tri. 
Bien que simple en théorie, l’utilisation du FACS dans le champ d’étude des TICs est 
une technique controversée, principalement parce que les marqueurs utilisés varient d’une étude 
à l’autre, même au sein d’un même cancer. Dans le cancer du pancréas, les marqueurs proposés 
sont très variés et aucun n’a été clairement reproduit par plusieurs groupes indépendants. Les 
marqueurs proposés comprennent CD133 (4), ALDH (34), les cellules non marquées par le 
colorant d’exclusion de Hoechst (4), la combinaison CD44+CD24+ESA+ (4) et l’auto-
fluorescence liée à l’accumulation de vésicules contenant de la riboflavine (35). Dû à la 
multitude de marqueurs à la fiabilité non avérée, nous avons choisi dans ce projet d’utiliser 
plutôt l’essai de sphères tumorales comme technique in vitro pour évaluer la quantité de TICs.  
Essai de dilution limitante par xénogreffe 
La troisième technique couramment utilisée pour la quantification de TICs est l’essai de 
dilution limitante par xénogreffe. Cet essai consiste à injecter en sous-cutané dans des souris 
différentes quantités de cellules cancéreuses et d’estimer ainsi la quantité minimale de cellules 
à injecter afin d’obtenir la formation d’une tumeur. Cette quantité minimale révèle la fréquence 
des TICs dans la population. Par exemple, si l’injection d’au moins 1000 cellules est nécessaire 
à l’initiation tumorale, cela implique que la fréquence des TICs est d’environ 1:1000. Cette 
technique est celle qui, parmi les trois présentées ici, s’approche le plus de la réalité in vivo de 
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l’initiation de la formation de tumeur, du moins pour les lignées cellulaires de souris, qui n’ont 
pas les mêmes difficultés d’implantation que les lignées humaines dans les essais de xénogreffe. 
En effet, il a été démontré que, du moins pour certaines lignées de mélanomes humains, 
l’utilisation de souris davantage immunodéprimées améliorait l’efficacité d’initiation tumorale 
de plusieurs ordres de grandeur (36). Du coup, il est important d’être conscient que cette 
technique peut sous-estimer dramatiquement la fréquence de cellules initiatrices de tumeurs lors 
de l’utilisation de lignées cancéreuses humaines.  
Particularités métaboliques des cellules initiatrices de tumeur 
Dans les dernières années, plusieurs études se sont penchées sur le métabolisme des TICs 
afin d’en élucider les particularités, en espérant que ces données pourraient révéler des faiblesses 
métaboliques exploitables au niveau thérapeutique. Il a été démontré que les TICs de carcinome 
du nasopharynx ont un métabolisme plus glycolytique que les cellules cancéreuses non 
différenciées, mais possèdent davantage de mitochondries (37). Celles-ci seraient utilisées à des 
fins anaboliques plutôt que pour la phosphorylation oxydative. De plus, il semblerait que les 
TICs possèdent la capacité de remodeler leur métabolisme vers un métabolisme centré sur la 
phosphorylation oxydative, et que cette capacité serait cruciale à leur résistance au stress 
métabolique (38). Par contre, toutes les TICs ne présentent pas les mêmes caractéristiques 
métaboliques. En effet, il a été démontré que les TICs de gliome sont moins glycolytiques que 
leurs homologues différenciées. Dans cette étude, les TICs consomment moins de glucose et 
produisent moins de lactate, tout en ayant une capacité de réserve mitochondriale supérieure 
(39).  
Médicaments ciblant les cellules initiatrices de tumeur 
Depuis l’émergence de l’hypothèse des cellules initiatrices de tumeur, un grand intérêt a 
été porté au développement de drogues capables de cibler spécifiquement ces cellules (12, 15, 
20, 21, 40, 41). Une des approches préconise de cibler les marqueurs de surface spécifiques aux 
TICs (41). Une autre approche prometteuse vise à inhiber les transporteurs ABC, qui seraient 
en partie responsables de la chimiorésistance des TICs, en combinaison avec un traitement de 
chimiothérapie traditionnelle comme la doxorubicine (42).  
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Parallèlement à ces approches ciblées, un médicament déjà commercialisé et largement 
utilisé, la metformine, a été démontrée comme ciblant les TICs (43-46). Par contre, 
contrairement aux drogues développées afin de cibler un aspect particulier de la biologie des 
TICs, le mécanisme par lequel la metformine agit sur ces cellules est inconnu. Considérant que 
la capacité des TICs à effectuer la phosphorylation oxydative lors d’un stress métabolique est 
importante à leur survie (38), il est possible que la metformine cible les TICs en bloquant cette 
voie d’adaptation métabolique, rendant ces cellules plus vulnérables au stress induit par d’autres 
thérapies.  
Metformine 
La metformine est un biguanide qui est utilisé depuis plusieurs décennies dans le 
traitement du diabète de type II. Elle est principalement absorbée dans le foie, par des cellules 
exprimant les transporteurs de cations organiques 1 et 3 (OCT1/3), puisque de par son caractère 
hydrophile elle ne peut pas traverser efficacement les membranes cellulaires (47, 48). OCT1 est 
fortement exprimé dans les hépatocytes et par certaines cellules transformées, et plus faiblement 
par plusieurs tissus comme les îlots de Langerhans (48). La metformine présente peu d’effets 
secondaires, excepté un faible risque d’acidose lactique – beaucoup plus faible que pour d’autres 
biguanides comme la phenformine et la buformine (49, 50).  
Cibles de la metformine 
Inhibition du complexe I 
La cible d’action directe de la metformine demeure controversée (47, 49, 51-53). 
L’hypothèse la plus répandue propose que la metformine inhibe le complexe I de la chaîne 
respiratoire mitochondriale (54-57). Par contre, le mécanisme par lequel la metformine inhibe 
le complexe I n’est pas complètement élucidé. Il a été démontré que la metformine diminue la 
consommation d’oxygène  de mitochondries isolées ou de cellules intactes (47), et favorise la 
glycolyse, ce qui se traduit par une augmentation de la production de lactate (58). Il a également 
été démontré que la metformine pouvait inhiber de manière non compétitive un complexe I 
purifié (59). Cette inhibition directe du complexe I par la metformine a toutefois été mesurée à 
des concentrations millimolaires, ce qui laisse planer un doute sur la pertinence de ces 
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observations dans le contexte des patients (dose maximale de ~10 µM observée dans le sérum) 
et entretient la controverse par rapport à la cible d’action réelle de la metformine (49). Il est 
toutefois important de noter que, puisque la metformine, comme tous les biguanides, possède la 
capacité de s’accumuler dans les membranes mitochondriales (47), la concentration atteinte par 
la metformine dans les mitochondries des patients traités à long terme pourrait s’approcher des 
doses utilisées en laboratoire pour tester l’inhibition du complexe I ainsi que d’autres effets de 
la metformine.  
Activation de l’AMP kinase 
L’inhibition du complexe I par la metformine cause une augmentation du ratio 
AMP/ATP, ce qui active l’AMPK (kinase activée par l’AMP). Celle-ci est souvent considérée 
comme l’effecteur principal (mais indirect) de la metformine. L’AMPK phosphoryle de 
nombreuses cibles, dont TorC2, un activateur de la transcription des gènes impliqués dans la 
gluconéogénèse, c’est-à-dire la production de glucose à partir de divers substrats (pyruvate, 
lactate, glycérol ou certains acides aminés) dans les hépatocytes. Cette phosphorylation bloque 
la translocation de TorC2 au noyau et supprime l’expression de ses gènes cibles (49). Ceci 
pourrait causer la baisse des niveaux de glucose et d’insuline observée chez les patients 
diabétiques traités à la metformine (49).  
Effets indépendants de l’AMPK 
Il est maintenant connu que plusieurs effets de la metformine sont AMPK-indépendants. 
En effet, il a été démontré que la présence d’une AMPK fonctionnelle n’est pas nécessaire à 
l’effet anti-hyperglycémique de la drogue (47). La diminution du glucose sanguin chez les 
diabétiques traités à la metformine dépendrait plutôt de la diminution de la production d’ATP, 
conséquence de l’inhibition du complexe I. Cette diminution d’ATP inhiberait la fructose-1,6-
bisphosphatase, une enzyme essentielle à la gluconéogénèse (47).  
Il a également été démontré que la metformine inhibe la phosphorylation de IKKα/β (IκB 
kinase α/β), empêchant ainsi son activation et donc l’activation subséquente du facteur de 
transcription NF-κB, diminuant ainsi la transcription de ses gènes pro-inflammatoires comme 
IL-6 (44, 60). Cet effet est indépendant d’AMPK puisqu’il se produit même dans des 
fibroblastes embryonnaires de souris AMPK-/-(60).  
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Il a aussi été démontré que la metformine diminue la synthèse des acides gras (61-64). 
Cet effet dépend de l’activation de PGC-1α (PPARγ coactivateur-1α), qui peut être ou non 
AMPK-dépendante (65-67), et de l’inhibition de SREBP-1 (protéine liant les éléments de 
réponse au stérol (SRE) 1) et de l’acétyl-CoA carboxylase par AMPK (61). 
Effet sur le métabolisme du carbone 
Il est aussi connu que la metformine induit, chez les patients diabétiques traités à long 
terme avec cette drogue, une augmentation des niveaux d’homocystéine dans le sérum et une 
diminution de l’absorption de vitamine B12 (68). Quelques données semblent montrer 
également une déplétion du folate (69). Cela suggère que la metformine pourrait avoir un effet 
sur le métabolisme du carbone. En effet, les niveaux d’homocystéine dans le sérum sont 
dépendants de plusieurs enzymes clés du métabolisme du carbone, comme MTHFR (méthylène-
tétrahydrofolate réductase), MS (méthionine synthase), ainsi que des niveaux de folate et de 
vitamine B12 (70). Du coup, un débalancement du métabolisme du carbone se reflète 
généralement sur les niveaux d’homocystéine circulante. En effet, un polymorphisme moins 
actif de la MTHFR ou de la MS cause une augmentation de l’homocystéine circulante (70). Il 
existe une autre voie capable de reméthyler l’homocystéine en méthionine, et ce, par le transfert 
à l’homocystéine d’une unité carbone provenant de la bétaïne. Par contre, cette voie alternative 
n’existe que dans les cellules hépatiques. Dans les autres tissus, comme le pancréas, la 
reméthylation de l’homocystéine ne peut se faire que par le cycle du folate (70). L’ensemble de 
ces données suggère donc que la metformine pourrait agir sur le métabolisme du carbone. Par 





Figure 2. Cibles possibles de la metformine. 
La metformine inhibe le complexe I, causant une activation compensatoire de la glycolyse. Les 
cellules incapables d’effectuer ce remodelage métabolique entrent en apoptose. L’inhibition du 
complexe I cause une diminution du ratio ATP:AMP, ce qui induit l’activation d’AMPK. 
AMPK pousse la cellule en mode de conservation d’énergie, et ce, entres autres, en inhibant 
mTORC1 et donc la production de protéines et d’acides gras, et donc la prolifération cellulaire. 
La metformine inhibe également la voie NF-κB, en bloquant l’activation de la kinase IKKα/β, 
qui phosphoryle l’inhibiteur de NF-κB, IκBα, libérant ainsi NF-κB du cytoplasme et lui 
permettant de transloquer au noyau, où il induit la transcription de gènes inflammatoires (60). 
  
11 
La metformine affecterait aussi potentiellement le métabolisme du carbone, par un mécanisme 
encore inconnu.  
Les éléments activés par la metformine sont indiqués en vert, et ceux inhibés par la metformine 
sont indiqués en rouge.  
ACC: acetyl-CoA carboxylase; AMP: adenosine monophosphate; AMPK: kinase activée par 
l’AMP; ATP: adenosine triphosphate; IκBα : inhibiteur de κB alpha; IKKα/β : IκB kinase α/β; 
mTORC1: complexe mammifère de TOR (cible de la rapamycine) 1; NF-κB: facteur nucléaire 
kappa-B; PGC1-α : PPARγ coactivateur-1α; SREBP1: protéine liant les éléments de réponse au 




La metformine contre le cancer 
Récemment, plusieurs études ont montré que les patients diabétiques souffrant de cancer 
avaient de meilleurs pronostics lorsqu’ils étaient traités à la metformine, entre autres dans le 
cancer du pancréas (71-73). Cet effet n’a toutefois pas été observé dans toutes les études (74). 
Ces données ont causé un vif intérêt dans la communauté scientifique, qui cherche maintenant 
à d’élucider les bases moléculaires de l’action anticancéreuse de la metformine. 
Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer le mécanisme d’action anticancer 
de la metformine. Le paradigme veut que la metformine agisse en inhibant le complexe I de la 
chaîne respiratoire mitochondriale, ce qui active indirectement l’AMPK. AMPK pousse la 
cellule en mode conservation d’énergie, et ce, entres autres, en inhibant mTORC1 et donc la 
production de protéines et d’acides gras, et donc la croissance et la prolifération cellulaires (47, 
53, 67, 75-78). Ceci implique un mécanisme d’action plutôt cytostatique que cytotoxique.  
En fait, il a été suggéré que non seulement l’effet anticancer de la metformine pourrait 
être AMPK-indépendant, mais qu’en plus l’activation de l’AMPK pourrait venir contrecarrer 
les effets antitumoraux de la metformine (77), en conférant aux cellules cancéreuses la plasticité 
métabolique nécessaire pour s’adapter à l’inhibition du complexe I et de la phosphorylation 
oxydative (79). En effet, il est connu que l’inhibition du complexe I et de la phosphorylation 
oxydative par la metformine active la glycolyse par un mécanisme compensatoire. Ce 
mécanisme dépend d’AMPK dans plusieurs lignées de cancer du sein (80). Les cellules 
incapables d’effectuer ce remodelage métabolique, par exemple les cellules de cancer du côlon 
HCT116 p53-/-, entrent en apoptose suite à un traitement à la metformine (79).  
La metformine cible les cellules initiatrices de tumeur 
Il a été démontré que la metformine ciblait sélectivement les TICs dans un modèle de 
cancer du sein (45). La metformine diminue la formation de sphères tumorales dans ce modèle, 
et l’analyse par FACS révèle une déplétion de la sous-population TICs mais pas du reste des 
cellules cancéreuses en culture (45). La metformine seule n’a pas d’effet sur la croissance de 
tumeurs dans des souris nude injectées avec des cellules MCF10A-ER-Src transformées. En 
comparaison, la doxorubicine, un agent chimiothérapeutique traditionnel, induit une diminution 
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initiale de la taille de la tumeur, suivie par une reprise de la croissance tumorale. La combinaison 
de la doxorubicine et de la metformine, quant à elle, bloque toute reprise de la croissance 
tumorale, un effet associé à une élimination des TICs telle que mesurée par FACS (45). Ces 
résultats soulignent la pertinence de combiner des traitements ciblant les TICs avec la 
chimiothérapie traditionnelle, et démontrent également la capacité de la metformine à cibler les 
TICs. Par contre, ils ne révèlent pas le mécanisme par lequel la metformine élimine les TICs.  
Un autre groupe a démontré que la metformine ciblait les TICs dans plusieurs lignées de 
cancer du pancréas (46). En effet, la metformine diminue la formation de sphères tumorales, la 
formation de colonies et la fréquence des TICs telle que mesurée par essai de xénogreffe. La 
metformine diminue également la proportion de cellules en phase S et augmente l’apoptose des 
cellules cultivées en sphères tumorales, donc enrichies en TICs (46). Ces effets étaient 
indépendants d’AMPK/mTOR (46), ce qui suggère que le mécanisme par lequel la metformine 
affecte les TICs ne passe pas par l’activation d’AMPK.  
Dans un modèle cellulaire de transformation de cancer du sein, la  phenformine diminue 
les niveaux de SAM dans les TICs, et la metformine induit une accumulation d’homocystéine 
et de folate (81). Dans une autre étude utilisant des lignées de cancer du sein, la metformine a 
une signature métabolique similaire à celle des thérapies antifolates tel le méthotrexate (68). Ces 
données suggèrent que la metformine pourrait affecter les TICs en ciblant le métabolisme du 
carbone.  
Le métabolisme du carbone 
Le métabolisme du carbone est composé de deux cycles ou modules métaboliques liés : 
le cycle du folate et celui de la méthionine (figure 3, p.15). La sérine, synthétisée de novo ou 
absorbée par la cellule, peut être convertie en glycine par les enzymes sérine 
hydroxyméthyltransférase 1 et 2 (SHMT1/2), en transférant une unité carbone de la sérine au 
tétrahydrofolate (THF), le convertissant ainsi en 5,10-méthylène-THF. La glycine peut être à 
son tour décarboxylée dans la mitochondrie, transférant une autre unité carbone au THF sous 
forme 5,10-méthylène-THF. Le 5,10-méthylène-THF peut ensuite être converti en 10-formyl-
THF, utilisé pour la synthèse de novo de purines. Le 5,10-méthylène-THF peut également être 
converti en 5-méthyl-THF par l’enzyme MTHFR (méthylène-THF réductase). Le 5-méthyl-
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THF peut alors être conjugué à l’homocystéine pour produire le THF et la méthionine. L’unité 
carbone transportée par le folate est ainsi transférée au cycle de la méthionine. La méthionine 
peut être conjuguée à l’ATP par les enzymes méthionine adénosyltransférases (MAT) pour 
former du S-adénosyl-(L)-méthionine (SAM). Le SAM est le principal donneur de méthyl de la 
cellule. En effet, il sert de donneur pour plus de 90% des réactions de méthylation effectuées 
par au moins 50 méthyltransférases cellulaires (82), ce qui l’implique dans des réactions aussi 
variées que la méthylation de l’ADN, de protéines, de l’ARN, la synthèse de la 
phosphatidylcholine et la synthèse des polyamines (83). SAM est un inhibiteur allostérique de 
l’enzyme MTHFR, qui convertit le 5,10-méthylène-THF en 5-méthyl-THF, dont l’unité carbone 
est ensuite transférée au cycle de la méthionine et ultimement au SAM (70). Ceci permet de 
réguler la quantité de SAM synthétisée à partir des unités carbones, et de rediriger ces unités 
ailleurs si la quantité de SAM est déjà suffisante.  
Le métabolisme du carbone est également lié à la biosynthèse de la glutathione. En effet, 
l’homocystéine du cycle de la méthionine peut être convertie en cystathionine, qui elle est 
subséquemment convertie en cystéine et en alpha-cétobutyrate. La cystéine peut ensuite être 
utilisée pour la synthèse de la glutathione (83). Cette voie ne dépend pas des unités carbones, 
puisque l’homocystéine est issue du S-adénosyl-(L)-homocystéine, qui correspond au S-
adénosyl-(L)-méthionine moins son unité carbone (83). Par contre, la synthèse de la glutathione 
à partir de l’homocystéine diminue le flux de la réaction de la méthionine synthase (MS), qui 
transfère l’unité carbone du 5-méthyl-THF à l’homocystéine pour produire la méthionine. Donc 
la synthèse de la glutathione, en déplétant l’homocystéine, peut réduire le transfert des unités 
carbone du cycle du folate à celui de la méthionine. De plus, puisque la seule réaction que peut 
effectuer le 5-méthyl-THF est celle catalysée par la méthionine synthase, une diminution trop 
importante de la quantité d’homocystéine et un arrêt de cette réaction peut engendrer un 
mécanisme de « piège à folates », où le 5-méthyl-THF ne peut être régénéré en THF et son unité 






Figure 3. Métabolisme du carbone. 
Le métabolisme du carbone est composé des cycles du folate et de la méthionine (indiqués en 
vert et orange, respectivement). La sérine peut être convertie en glycine par SHMT1/2, générant 
une unité carbone sous la forme de 5,10-méthylène-THF (5,10-CH2-THF). La glycine résultante 
peut être décarboxylée dans la mitochondrie par la glycine décarboxylase, générant une seconde 
unité carbone. Le 5,10-méthylène-THF peut être utilisé pour la synthèse des pyrimidines, ou 
être converti en 10-formyl-THF (10-CHO-THF) par les enzymes MTHFD1/2(L). Le 10-formyl-
THF est utilisé dans la synthèse des purines. Le 5,10-méthylène-THF peut alternativement être 
converti en 5-méthyl-THF (5-CH3-THF) par la MTHFR. Le cycle du folate et celui de la 
méthionine sont couplés par le transfert du carbone du 5-méthyl-THF à l’homocystéine par la 
méthionine synthase pour former la méthionine. La méthionine peut être convertie en S-
adénosyl-(L)-méthionine, qui est le principal donneur de méthyl de la cellule.  
Les unités carbones sont indiquées en gras.  
GLDC : glycine décarboxylase; Hcy : homocystéine; Met : méthionine; MS : méthionine 
synthase; MTHFD1/2(L): méthylène-THF déshydrogénase 1, 2 ou 2-like; MTHFR : méthylène-
THF réductase; SAH : S-adénosyl-(L)-homocystéine; SAM : S-adénosyl-(L)-méthionine ; 
THF : tétrahydrofolate; SHMT1/2 : sérine hydroxyméthyltransférase 1/2.  
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Extrants du métabolisme du carbone 
Le cycle du carbone est essentiel à la croissance cellulaire car il génère des purines, des 
pyrimidines, la méthionine, la glutathione, la phosphatidylcholine ainsi que d’autres lipides 
membranaires, en plus des méthyls fournis par SAM à toute une panoplie de réactions cellulaires 
(83). Les extrants du métabolisme du carbone peuvent paraître extrêmement variés, mais ils se 
regroupent en fait en deux grandes catégories : les extrants dépendant des unités carbones, et 
ceux dépendant du NADPH.  
Unités carbone 
Les unités carbones sont le cœur du métabolisme du carbone. Elles sont converties sous 
différentes formes afin d’être utilisées dans la biosynthèse de macromolécules essentielles à la 
division cellulaire. Le 10-formyl-THF permet la synthèse de novo des purines (68). Deux 
équivalents 10-formyl-THF sont nécessaires pour la synthèse d’un anneau purine (85). En effet, 
le 10-formyl-THF fournit une unité carbone pour la conversion du glycinamide ribonucléotide 
(GAR) en formylglycinamide ribonucléotide (FGAR), et fournit une autre unité carbone pour la 
conversion du 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide (AICAR) en N-
formylaminoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide (FAICAR). Le FAICAR est ensuite 
converti en inosine monophosphate (IMP), qui est le précurseur de l’AMP et du GMP.  
Le 5,10-méthylène-THF, quant à lui, est utilisé pour la synthèse de pyrimidines, où il 
participe à la conversion de déoxyuridine monophosphate (dUMP) en déoxythymidine 
monophosphate (dTMP) (68, 83). La méthionine, en tant qu’acide aminé, peut être utilisée pour 
la synthèse de protéines. Le S-adénosyl-(L)-méthionine, comme mentionné précédemment, est 
le principal donneur de méthyl de la cellule (83).  
L’interconversion entre les différentes formes d’unités carbones dans le cycle du folate 
se fait par les enzymes MTHFD1 (méthylène-THF déshydrogénase 1) dans le cytosol et 
MTHFD2/MTHFD2L (méthylène-THF déshydrogénase 2; 2-like) dans la mitochondrie. Ces 
enzymes catalysent l’interconversion réversible du 5,10-méthylène-THF en 5,10-methenyl-
THF puis en 10-formyl-THF (figures 3 et 4, p.15 et 24) (86). MTHFD1 et MTHFD2L sont 
NADPH-dépendantes, tandis que MTHFD2 est NADH-dépendante (87). MTHFD2 n’est 
exprimée que chez l’embryon et est surexprimée dans certaines cellules transformées (88), 
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tandis que MTHFD2L est habituellement exprimée chez l’adulte et dans les tissus différenciés 
(87). 
NADPH 
Une autre partie des extrants du métabolisme du carbone dépend en fait de la génération 
de NADPH par plusieurs des enzymes de ce métabolisme. En effet, le métabolisme du carbone 
génère une proportion importante du NADPH cellulaire, avec une contribution égale à celle de 
la voie pentose phosphate et largement supérieure à celle de l’enzyme malique (85). Ce NADPH 
est généré par les enzymes MTHFD1 dans le cytosol et MTHFD2L dans la mitochondrie lors 
de l’oxydation du méthylène-THF en 10-formyl-THF (85). L’enzyme formyl-THF 
déshydrogénase (FTHFD) peut également générer du NADPH dans la mitochondrie et le cytosol 
en oxydant le 10-formyl-THF en THF et CO2 (85). Par contre, dans ce cas, l’unité carbone 
transportée par le 10-formyl-THF est perdue sous forme de CO2.  
Notons que le métabolisme du carbone peut aussi consommer du NADPH, à travers 
l’enzyme NADPH-dépendante méthylène-THF réductase (MTHFR), qui convertit le 5,10-




Tableau I. Extrants du métabolisme du carbone selon leur provenance 
Source Unité carbone NADPH 
Extrants 
Purines Biosynthèse des acides gras  
Pyrimidines Réduction de la glutathione 
oxydée 









Rôle du NADPH (vs NADH) 
Le NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) est l’un de deux 
transporteurs d’électrons activés de la cellule, l’autre étant le NADH (nicotinamide adénine 
dinucléotide). La différence entre les deux est structurellement minime : le NADPH possède 
simplement un phosphate supplémentaire, éloigné de sa région transportant les électrons – qui 
possède donc la même réactivité chimique que celle du NADH (89). Pourtant, les fonctions du 
NADPH et du NADH sont très différentes. En effet, leur différence de structure fait en sorte que 
le NADPH et le NADH sont reconnus par des enzymes différents – seuls quelques rares 
enzymes, soit la glutamate déshydrogénase et la nicotinamide nucléotide transhydrogénase, sont 
capables d’utiliser les deux (90, 91). Cela permet à la cellule de séparer les fonctions biologiques 
des deux donneurs d’électrons (89).  
Le NADH est principalement généré par le cycle de Krebs, quoiqu’il est également 
généré par certains enzymes du métabolisme du carbone, comme GLDC et MTHFD2 (87, 92). 
Le NADH est principalement consommé par la chaîne respiratoire mitochondriale, où il 
transfère ses électrons au complexe I afin de générer le gradient de protons qui permet la 
synthèse d’ATP (89). En général, il y a davantage de NAD+ que de NADH dans la cellule, ce 
qui favorise la direction oxydative des réactions et permet au cycle de Krebs de tourner dans le 
sens qui génère de l’ATP. Ainsi, le NADH est généré par le catabolisme et est utilisé pour 
générer de l’énergie sous forme d’ATP.  
Le NADPH, quant à lui, peut être produit par trois sources principales : la voie pentose 
phosphate, le métabolisme du carbone et l’enzyme malique (85). Dans le métabolisme du 
carbone, le NADPH peut être généré dans le cytosol par MTHFD1/MTHFD1L, et dans la 
mitochondrie par MTHFD2L et FTHFD (85-87). Le ratio NADP+/NADPH est généralement en 
faveur du NADPH, c’est-à-dire qu’il y a davantage de NADPH dans la cellule et donc que les 
réactions réductives sont favorisées (89). Le NADPH est utilisé dans le cytosol comme la 
mitochondrie pour la réduction de la glutatione oxydée, ce qui permet sa régénération et ainsi la 
protection contre le stress oxydatif (83, 93). Le NADPH est aussi essentiel au fonctionnement 
du cytochrome P450 et donc à la détoxification des poisons (94). Il est aussi nécessaire pour la 
synthèse des acides gras mitochondriaux et cytosoliques (95, 96).  
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Tableau II. Comparaison entre NADPH et NADH 
 NADH NADPH 
Impliqué dans Catabolisme Anabolisme 




•! Cycle de Krebs 
•! Métabolisme du 
carbone 
•! Voie pentose phosphate 
•! Métabolisme du carbone 
•! Enzyme malique 
•! Isocitrate déshydrogénase 




•! Chaîne de transport 
d’électrons 
•! Lactate déshydrogénase 
 
 
•! Biosynthèse des lipides  
•! Réduction de la glutathione 
oxydée 
•! Cytochrome P450 








Le NADH et le NADPH peuvent être interconvertis dans la mitochondrie par l’enzyme 
nicotinamine nucléotide transhydrogénase (NNT) (97). Cette conversion utilise du NADH et du 
NADP+ pour générer du NAD+ et du NADPH. Elle dépend du gradient de protons, car une partie 
de l’énergie nécessaire au transfert provient de la translocation d’un proton vers la matrice 
mitochondriale (97). En présence d’un fort gradient de protons, la formation de NADPH est 
favorisée (98, 99). Il est toutefois possible, si le gradient de protons est faible, que la réaction 
s’inverse et que la NNT consomme du NADPH et du NAD+ pour générer du NADP+ et du 
NADH, ce qui pompe des protons hors de la matrice mitochondriale et augmente le gradient de 
protons (98).  
Autres sources de NADPH 
Si une grande partie du NADPH cellulaire est issue du métabolisme du carbone (85), il 
peut également être généré par d’autres voies métaboliques. Le principal contributeur à la 
production de NADPH, avec le métabolisme du carbone, est la voie pentose phosphate (PP) 
(85). Cette voie utilise le glucose-6-phosphate produit par l’hexokinase immédiatement après 
l’entrée du glucose dans la cellule, plutôt que de le laisser poursuivre dans la voie de la 
glycolyse. L’enzyme limitante de la voie PP est la glucose-6-phosphate déshydrogénase 
(G6PD), une déshydrogénase NADP+-dépendante. La voie PP est constituée de deux phases, la 
première étant oxydative et la seconde non-oxydative. Le NADPH est produit par deux enzymes 
de la phase oxydative : la G6PD et la 6-phosphogluconate déshydrogénase. Ces réactions sont 
irréversibles, et aboutissent à la formation du ribulose-5-phosphate (100). La phase non-
oxydative de la voie PP est constituée de réactions réversibles qui peuvent régénérer des 
intermédiaires de la glycolyse ou les recruter pour synthétiser des produits de la voie PP, 
dépendant de la direction du flux métabolique (100). Elle commence par la conversion du 
ribulose-5-phosphate en ribose-5-phosphate, le pentose utilisé dans la synthèse des acides 
nucléiques (100). Si la voie non-oxydative régénère des intermédiaires de la glycolyse, alors 
l’extrant net de la voie PP sera uniquement le NADPH, le ribose-5-phosphate étant consommé 
afin de régénérer le fructose-6-phosphate et le glycéraldéhyde-3-phosphate (100). Cela se 
produit principalement dans des cellules nécessitant la production de NADPH pour la protection 
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contre le stress oxydatif mais ne se divisant pas rapidement. Dans les cellules en division rapide 
– comme les cellules cancéreuses – la voie PP génère la majorité du ribose-5-phosphate utilisé 
dans la synthèse des ribonucléotides (100). La voie PP se déroulant dans le cytoplasme, le 
NADPH qu’elle génère peut y être utilisé directement pour la synthèse des acides gras.  
Le NADPH est également produit par la conversion réversible de l’isocitrate en alpha-
cétoglutarate par les enzymes isocitrate déshydrogénase 1 et 2 (IDH1/2), qui sont 
respectivement cytoplasmique et mitochondriale (97). Cette réversiblité de réaction, couplée à 
l’existence d’une isoforme cytoplasmique et d’une mitochondriale, permet à la cellule de 
transporter des équivalents NADPH de la mitochondrie au cytosol tel qu’expliqué plus loin.  
Les enzymes maliques (ME1-3) sont également des producteurs de NADPH. Ils 
catalysent la conversion du malate en pyruvate, générant au passage du NADPH à partir du 
NADP+ (85, 101). ME1 est cytoplasmique, tandis que ME2-3 sont mitochondriales, et la 
réaction est elle aussi réversible. Cela en fait des candidats possibles au transport d’équivalents 
NADPH, au même titre qu’IDH1/2. ME1 et 3 sont exclusivement NADP+-dépendantes, tandis 
que ME2 peut utiliser du NAD+ ou du NADP+ (101).  
La dernière source de NADPH est la glutamate déshydrogénase (GLUD1/2), qui 
convertit le glutamate en alpha-cétoglutarate et ammoniac, et génère ainsi du NADPH à partir 
du NADP+ (102). GLUD1 est localisée à la fois au cytoplasme et dans la mitochondrie, tandis 
que GLUD2 est exclusivement mitochondriale (102). La réaction est en théorie réversible, mais 
procède la majorité du temps dans le sens de la génération de NADPH, dû aux concentrations 
extrêmement élevées d’urée qui seraient requises pour que la réaction procède en sens inverse. 
En effet, le Km de l’enzyme pour l’urée est d’environ 1 mM, ce qui est largement supérieur aux 
concentrations d’urée normalement trouvées dans la cellule (102). Du coup, il n’y a 
probablement pas de navette NADPH qui se fait par GLUD1/2.  
Compartimentalisation du métabolisme du carbone 
Le métabolisme du carbone est compartimentalisé. En effet, le THF ne peut franchir la 
membrane mitochondriale lorsqu’il contient une unité carbone. De même, le NADPH généré 
dans le cytosol ou la mitochondrie ne peut franchir librement la membrane mitochondriale (97). 
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La cellule a donc développé des moyens de transférer des équivalences d’unités carbones et de 
NADPH de la mitochondrie au cytosol, et inversement (figure 3, p.15).  
En situation normale, la direction du flux va de la sérine/glycine vers le formate dans la 
mitochondrie, et du formate vers la méthionine dans le cytosol (86). Le formate est donc le 
véhicule des unités carbones mitochondriales vers le cytosol. En fait, il a été démontré que, dans 
des conditions normales, la mitochondrie générait la majorité des unités carbones de la cellule 
(87). Par contre, il a également été démontré que, dans les cellules HEK293T, la glycine était 
incorporée telle quelle dans l’anneau purine, suggérant que les unités carbone générées dans la 
mitochondrie par le système de clivage de la glycine n’étaient pas utilisées pour la synthèse de 
purines dans ce modèle (85).  
La direction normale du flux implique également que le métabolisme du carbone génère 
du NADPH dans la mitochondrie, mais en consomme dans le cytosol (86). Il est toutefois 
intéressant de noter que, dans des cellules HEK293T, MTHFD1 contribue de manière 
importante à la production de NADPH, suggérant que le flux ne fonctionne pas toujours dans le 
sens oxydatif dans le cytosol (85). Dans tous les cas, la cellule doit être capable de transporter 
le NADPH généré dans la mitochondrie vers le cytosol, où il pourra être utilisé pour la synthèse 
des acides gras non mitochondriaux. Le transport d’équivalents NADPH peut se faire par deux 
couples d’enzymes : IDH1/2 ou ME1/3.  
Le transport par IDH1/2 se fait par la conversion NADPH-dépendante de l’alpha-
cétoglutarate en isocitrate par l’enzyme IDH2 (isocitrate déhydrogénase 2) dans la 
mitochondrie. L’isocitrate peut ensuite être converti en citrate, qui lui peut être transporté à 
travers la membrane mitochondriale. Une fois dans le cytosol, le citrate peut être reconverti en 
isocitrate et la réaction inverse, soit la conversion de l’isocitrate en alpha-cétoglutarate et la 
génération de NADPH, est catalysée par l’enzyme IDH1 (isocitrate déhydrogénase 1) (figure 5, 
p.25) (97).  
Le transport par les enzymes maliques, théoriquement possible mais non effectivement 
démontré, s’effectuerait de manière similaire. Les isoformes mitochondriales, ME2/3, 
convertiraient le pyruvate en malate dans la mitochondrie, consommant un NADPH 
mitochondrial. Le malate pourrait ensuite être exporté dans le cytosol par le transporteur malate-
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alpha-cétoglutarate, où il pourrait être reconverti en pyruvate par ME1, générant un NADPH 
cytosolique et complétant le transport d’un équivalent NADPH de la mitochondrie au cytosol 
(figure 5, p.25).  
Il a été démontré que, dans les îlots pancréatiques responsables de la sécrétion d’insuline, 
l’enzyme malique pouvait participer à une navette NADH/NADPH impliquant le pyruvate et le 
malate. Le pyruvate entrerait dans la mitochondrie, où il serait converti en oxaloacétate par la 
pyruvate carboxylase, puis en malate. La conversion de l’oxaloacétate en malate par la malate 
déshydrogénase consomme une unité de NADH. Le malate retournerait alors dans le cytosol, 
où il serait reconverti en pyruvate par l’enzyme malique 1 (103). Cette navette convertit un 
équivalent NADH mitochondrial en un équivalent NADPH cytosolique. Elle consomme par 
contre un ATP mitochondrial durant le processus, ce qui la rend moins efficace que par exemple 
la navette NADPH par IDH1/2, ou la navette NADPH théorique composée uniquement des 
enzymes maliques. Mais ce résultat montre que les enzymes maliques ont effectivement le 





Figure 4. Compartimentalisation du métabolisme du carbone. 
Le tétrahydrofolate (THF), la sérine, la glycine et le formate peuvent traverser la membrane 
mitochondriale, mais pas les formes de THF contenant des unités carbones (5,10-CH2-THF, 
5,10-CH+-THF, 10-CHO-THF, 5-CH3-THF), ni le NAD(P)+/NAD(P)H.  
Cycle de la méthionine : orange; cycle du folate : vert. Les unités carbones sont indiquées en 
gras. 
SAM : S-adénosyl-(L)-méthionine; SAH : S-adénosyl-(L)-homocystéine; Hcy : homocystéine; 
met : méthionine; MS : méthionine synthase; THF : tétrahydrofolate; DHF : dihydrofolate; 
DHFR : dihydrofolate réductase; SHMT1/2 : sérine hydroxyméthyltransférase 1/2; GLDC : 
glycine décarboxylase; MTHFD1/2(L) : méthylène-THF déshydrogénase 1, 2 ou 2-like; 





Figure 5. Navettes de NADPH.  
Le couple d’enzymes IDH1/2 peut servir à transporter des équivalents NADPH de la 
mitochondrie au cytosol. IDH2 convertit l’alpha-cétoglutarate en isocitrate dans la 
mitochondrie, consommant une unité de NADPH. L’isocitrate est converti en citrate par 
l’aconitase mitochondriale. Le citrate est exporté de la mitochondrie par le transporteur de 
citrate. Dans le cytosol, le citrate est reconverti en citrate par l’aconitase cytosolique, et 
l’isocitrate est converti en alpha-cétoglutarate par IDH1, générant une unité de NADPH. 
Alternativement, les enzymes maliques pourrait théoriquement aussi servir de navette NADPH, 
en convertissant dans la mitochondrie le pyruvate en malate, consommant une unité de NADPH, 
puis en reconvertissant le malate en pyruvate dans le cytosol, générant une unité de NADPH. 
ME2 peut utiliser du NADP(H) ou du NAD(H), tandis que ME1/3 utilisent exclusivement du 
NADP(H). 




Le métabolisme du carbone dans le cancer 
De par ses extrants essentiels à la croissance cellulaire et à la résistance au stress, le 
métabolisme du carbone est souvent hyperactivé dans les cellules cancéreuses (83). Il est donc 
depuis longtemps la cible de traitements chimiothérapeutiques. Par exemple, le méthotrexate, 
un agent chimiothérapeutique utilisé depuis plusieurs décennies dans le traitement du cancer, 
est un antifolate qui inhibe la dihydrofolate réductase et la tétrahydrofolate réductase, ce qui 
résulte en la disruption du métabolisme du carbone et tue les cellules cancéreuses (83).  
Le NADPH et le cancer 
Des données récentes soulignent le rôle important du NADPH pour les cellules 
cancéreuses. Sachant que le NADPH est requis pour la synthèse des acides gras (96, 104), et 
que sans synthèse des acides gras la division cellulaire est impossible, cela n’est pas étonnant. 
De plus, en permettant la régénération de la glutathione réduite à partir de la glutathione oxydée, 
le NADPH joue un rôle crucial dans la résistance des cellules cancéreuses au stress oxydatif 
(85, 100).    
Plus précisément, il a été démontré que p53 peut réguler, dans des cellules de cancer du 
côlon HCT116, la production de NADPH par la voie pentose phosphate en inhibant la glucose-
6-phosphate déshydrogénase (G6PD), l’enzyme contrôlant l’entrée du glucose-6-phosphate 
dans la voie pentose phosphate (105). Il a également été démontré que p53 inhibe l’expression 
des enzymes maliques 1 et 2 (ME1/2), résultant en une diminution de leur production de 
NADPH (101). Ces résultats suggèrent un rôle important de p53 dans la régulation de la 
production de NADPH par les cellules cancéreuses, et montrent comment la perte de l’activité 
de p53 peut donc être avantageuse pour ces cellules.  
Inversement, l’activation d’AMPK en absence de glucose permet de maintenir le niveau 
de NADPH et d’éviter la mort cellulaire car AMPK inhibe la synthèse des acides gras (enzymes 
ACC1/2) et donc la consommation de NADPH (76). Cela concorde avec la dualité de fonction 
d’AMPK par rapport au cancer : l’enzyme serait en effet suppresseur de tumeur au stade initial 
de la transformation, mais son activité présenterait un avantage de survie pour les cellules 
cancéreuses en leur conférant la plasticité métabolique nécessaire pour s’adapter au stress 
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énergétique (75-77). L’ensemble de ces données montre que le maintien des niveaux de NADPH 
est crucial pour la survie et la prolifération des cellules cancéreuses.  
Le métabolisme du carbone dans les cellules initiatrices de tumeur : le cas de la 
glycine décarboxylase 
La glycine décarboxylase (GLDC) est une enzyme faisant partie du système de clivage 
de la glycine, un complexe formé par l’association de quatre enzymes : l’enzyme H, l’enzyme 
P (GLDC), l’enzyme L et l’enzyme T. L’enzyme GLDC catalyse la décarboxylation de la 
glycine et l’attachement du groupement méthyl-amine restant sur la protéine H. La protéine T 
transfère l’unité carbone au THF, formant le 5,10-méthylène-THF et libérant de l’ammoniac, et 
la protéine L oxyde la protéine H afin de la restaurer à son état initial, générant du NADH (92). 
Ce système n’est présent que dans la mitochondrie. Les enzymes du système de clivage de la 
glycine sont encodées par le noyau et importées dans la mitochondrie grâce à un signal de 
localisation mitochondriale (92). Le système de clivage de la glycine est associé à la membrane 
interne de la mitochondrie et situé dans la matrice (92). Ainsi, si dans le cytosol seule la sérine 
peut générer des unités carbones par sa conversion en glycine par SHMT1, dans la mitochondrie 
la sérine et la glycine peuvent toutes deux générer des unités carbone (figure 3, p.15).  
La consommation de glycine a été positivement corrélée avec la prolifération de lignées 
cancéreuses (106). De plus, il a été démontré que GLDC était le gène le plus surexprimé dans 
des TICs isolées à partir de tumeurs de cancer du poumon de patients comparativement à des 
tissus normaux ou aux cellules non-TICs présentes dans les mêmes tumeurs (107). La 
surexpression de GLDC permet l’acquisition de la capacité d’initiation tumorale dans des 
lignées auparavant bénignes, ce qui se traduit par la capacité de former des sphères tumorales, 
de proliférer en gélose molle  et de former des tumeurs lors d’injections sous-cutanées chez la 
souris (107). Inversement, l’extinction de l’expression de GLDC par shARN dans des lignées 
malignes entraîne la diminution de la formation et de la taille des tumeurs ainsi que de la capacité 
à proliférer en gélose molle et de former des sphères tumorales (107, 108). Tout cela est 
dépendant de l’activité métabolique de GLDC (107). De plus, il a récemment été démontré que 
GLDC était surexprimé préférentiellement dans les lignées malignes dédifférenciées et conférait 
un avantage de survie en situation d’hypoxie (108). 
  
Hypothèses et objectifs 
Considérant 1) que nous cherchons une thérapie ciblant les cellules initiatrices de 
tumeur, 2) que la metformine cible les cellules initiatrices de tumeur, 3) que la metformine altère 
le métabolisme du carbone dans des patients et des lignées cellulaires et 4) que les cellules 
initiatrices de tumeur dépendent du métabolisme du carbone, particulièrement de la glycine 
décarboxylase, nous proposons que la metformine cible les cellules initiatrices de tumeur en 
affectant le métabolisme du carbone.  
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Pancreatic cancer is one of the most chemoresistant cancers, with a 5-year survival 
rate lesser than 5% (1, 2). Tumor-initiating cells (TICs), also sometimes called cancer stem 
cells, which consist of a subpopulation of tumor cells with the unique ability to generate a 
new tumor and all cell types within it (3), are thought to be major contributors to 
chemoresistance (4). It has been shown that glycine decarboxylase (GLDC), an enzyme 
that cleaves glycine and generates carbon units that feed through one-carbon metabolism 
and NADPH generation, is both necessary and sufficient to the acquisition of tumor-
initiating cell properties (5). Concurrently, metformin, a biguanide currently prescribed for 
type-2 diabetes treatment, has been shown to have anticancer, and specifically anti-TICs 
properties. However, the mechanism through which metformin targets TICs is unclear. 
Considering that data from patients and cell lines shows that metformin can alter one-
carbon metabolism (6-11), and that one-carbon metabolism, through GLDC, has been 
shown to be important to TICs, we propose that metformin targets tumor-initiating cells by 
targeting one-carbon metabolism, specifically glycine decarboxylase. We show that GLDC 
is upregulated in malignant pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cell lines compared 
to benign cell lines; that our PDAC cell lines are sensitive to metformin, and that metformin 
treatment reduces Gldc mRNA levels. Interestingly, Gldc overexpression desensitizes cells 
to metformin. Metformin treatment increases NADP+/NADPH ratio in PDAC cells, and 
this is reversed by Gldc overexpression. Overall, these results suggest that Gldc 
overexpression desensitizes TICs to metformin by restoring NADP+/NADPH ratio. 
Significance statement 
The antidiabetes drug metformin has been shown to have anticancer, and 
specifically anti-tumor-initiating cell properties, but the mechanism through which 
metformin acts on tumor-initiating cells is still unclear. We show that metformin targets 
glycine decarboxylase, an essential component of one-carbon metabolism, and that 
overexpression of this enzyme desensitizes pancreatic cancer cells to metformin, possibly 





Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the deadliest cancers, with a 
5-year survival rate lesser than 5% (1, 2). This is partly due to early metastasis and 
chemoresistance (12). An hypothesis that has emerged to explain chemoresistance is that 
of tumor-initiating cells (TICs), also called cancer stem cells. This hypothesis postulates 
that there is only a small subpopulation of tumor cells, called TICs, that are capable of 
generating all cell types present within the tumor and of generating a new tumor. These 
TICs express stem cell markers, have the ability to enter quiescence, have increased 
resistance to DNA damage and oxidative stress and sometimes express ABC pumps (3, 4, 
13-18). Together, these characteristics make TICs extremely resistant to traditional 
chemotherapy. For this reason, new therapies specifically targeting TICs must be 
developed.  
Glycine decarboxylase is part of the glycine cleavage system, which cleaves glycine 
to generate one carbon unit, NADH, ammonia and CO2 (19). The carbon unit generated by 
this reaction is transferred to tetrahydrofolate (THF), thus forming 5,10-methylene-THF 
and entering one-carbon metabolism. One-carbon metabolism is composed of the 
interconnected folate and methionine cycles (20). Its outputs include carbon units for 
purine and pyrimidine synthesis, in the form of 10-formyl-THF and 5,10-methylene-THF, 
and for methylation, in the form of S-adenosyl-(L)-methionine (SAM) (21). It also 
generates a great part of the NADPH required by cancer cells for growth and oxidative 
stress resistance (22). It has been shown that glycine decarboxylase metabolic activity is 
both necessary and sufficient for tumor-initiating cells in lung cancer (5), but the 
mechanistic basis for this is unclear.  
Metformin is a biguanide widely used for type II diabetes treatment, which has been 
recently shown by a variety of studies to have anticancer effects (23, 24). Interestingly, 
metformin seems to specifically target TICs (25, 26). It has also been shown that metformin 
alters one-carbon metabolism in patients (8, 10, 27) and cell lines (6, 28). 
Considering this, we propose that metformin targets TICs by targeting one-carbon 




that Gldc is upregulated in malignant PDAC cells compared to benign PanIN cells. 
Metformin reduces Gldc mRNA levels. Interestingly, overexpression of Gldc dramatically 
reduces TICs sensitivity to metformin in a tumor sphere assay. Cells treated with 
metformin show an important increase in NADP+/NADPH ratio, indicating decreased 
NADPH production, which is largely dependent on one-carbon metabolism (22). 
Overexpression of Gldc reverts this phenotype. Together these results suggest that 
metformin reduces tumor sphere formation by reducing NADPH production, and this could 
be due to reduced flux through one-carbon metabolism (6, 11, 25).   
Results 
In order to understand the changes that distinguish between malignant pancreatic 
ductal adenocarcinoma (PDAC) and benign pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN), 
we used cell lines established from PDAC or PanIN lesions in PDX1-Cre, LSL-KrasG12D 
mice – respectively, AH375 and 1499 cells – and compared their transcriptome through a 
microarray analysis. This revealed a strong mitochondrial signature in the PDAC cells 
compared with the PanIN cells (fig. 1A, p. 47). One of the genes that was most strongly 
upregulated in PDAC was Gldc, consistent with data reporting GLDC enrichment in lung 
TICs from patients (5). This increased expression was confirmed by RT-qPCR (fig. 1B, 
p.47). This data indicated that AH375 cells might be dependent on Gldc and the 
surrounding metabolism – namely, glycine-serine/one-carbon metabolism. 
We then wanted to test if our PDAC cell lines were sensitive to metformin. In 
particular, we wanted to know if the TICs in these cell lines were sentitive to metformin, 
because we are interested in how metformin targets TICs rather than all cancer cells. So 
we did a tumor sphere assay to estimate in vitro the capacity of TICs in AH375 and NB508 
cell lines to form tumor spheres under metformin treatment (fig. 2A, p.48). Both cell lines 
were sensitive to metformin, the AH375 cells markedly more so (fig. 2A, p.48). Because 
of this increased sensitivity, AH375 cells were a better model to characterize the 




We then wanted to know if metformin treatment affected Gldc expression in AH375 
cells, so we measured Gldc mRNA levels by RT-qPCR. This revealed that metformin 
treatment decreased Gldc expression (fig. 2B, p.48).  
To determine if this decrease in Gldc mRNA levels was important to the effect of 
metformin on TICs, we overexpressed Gldc (fig. 3, p.49). Indeed, if Gldc mRNA decrease 
is necessary for the inhibition of tumor sphere formation by metformin, then 
overexpressing it should reduce metformin sensitivity in a tumor sphere assay. This is 
indeed the case (fig. 3B, p.49).  
To determine how GLDC overexpression protects against metformin effects, we 
first looked at the inputs and outputs of the GLDC enzymatic reaction. The glycine 
cleavage system generates one carbon unit in the form of 5,10-methylene-THF, one NADH 
unit, ammonia and CO2, and it consumes glycine, NAD+ and THF (19). It has been shown 
that carbon units deficiency can be caused by glycine accumulation, causing a growth arrest 
which can be rescued by formate supplementation (29). Indeed, formate can conjugate with 
THF through 10-formyl-THF synthetase to form 10-formyl-THF, which is used for purine 
synthesis (21). Formate supplementation does not rescue tumor sphere formation under 
metformin treatment in our system (fig. S1A, p.52). Conversely, since carbon units can 
also be used for methylation reactions through formation of SAM, we tried supplementing 
metformin-treated tumor spheres with SAM to test if this would reduce metformin 
sensitivity (fig. S1B, p.52). It did not. 
We next considered whether glycine accumulation could be causing toxicity to 
TICs and thus preventing tumor sphere formation. It has indeed been shown that glycine 
excess is detrimental to cancer cell proliferation by reversing the flux of one-carbon 
metabolism in the mitochondria, causing a consumption of one carbon units and preventing 
purine synthesis (29). However, since formate supplementation does not rescue tumor 
sphere formation in our system, this is probably not the case. It has also been shown that 
glycine excess can be detrimental when GLDC activity is low because glycine is then 
catabolized by GCAT, and this in turn generates aminoacetone and methylglyoxal, which 
are highly toxic metabolites (30). So we tested if glycine excess alone could prevent tumor 




mediated by glycine excess, then co-treatment with glycine should increase metformin 
efficiency. However, this is not the case (fig. S2B, p.53). So it would seem that glycine 
excess is not mediating metformin effect on TICs in our model.  
It is known that metformin causes NADH accumulation in the mitochondrial matrix 
due to its inhibition of complex I (31-33), so it seemed unlikely that GLDC overexpression 
decreased metformin sensitivity by increasing NADH levels in the mitochondria. However, 
it has been shown that, in whole cells, metformin treatment can result in an increase of the 
NAD+/NADH ratio (34), possibly reflecting depletion of cytosolic NADH due to increased 
lactate dehydrogenase activity (35). Indeed, in our model metformin treatment induces an 
increase of the NAD+/NADH ratio in whole cells, and Gldc-overexpressing cells treated 
with metformin display an even higher NAD+/NADH ratio, indicating that Gldc 
overexpression depletes NADH even further than metformin treatment in whole cells 
(fig. 4A, p.50).  
Finally, we considered whether Gldc could restore flux of one-carbon metabolism 
and one of its main outputs outside of carbon units, NADPH (22, 36). Gldc overexpression 
restores NADP+/NADPH ratio to lower levels than seen in vector cells under metformin 
treatment (fig. 4B, p.50). Considering that NADPH is essential to lipid synthesis, 
cytochrome P450 function and reduction of oxidized glutathione (37), this restoration of 
NADPH levels in Gldc-overexpressing cells could very well be what is mediating their 
ability to form tumor spheres under metformin treatment.  
This data leads us to propose a model in which metformin inhibits complex I; this 
inhibition would then cause the mitochondria to transmit a signal – as yet unknown – which 
would result in reduced Gldc mRNA levels. Alternatively, metformin could target Gldc 
mRNA levels independently of complex I inhibition. In both cases, Gldc mRNA level 
decrease would ultimately result in lower Gldc activity, which would cause decreased 
NADPH production by Mthfd2L and Fthfd due to reduced flux through one-carbon 
metabolism. This decrease in NADPH levels relative to NADP+ would impair fatty acid 
biosynthesis, glutathione regeneration and cytochrome P450 activity (fig. 5, p.51). 
Together these effects might explain the decrease of tumor sphere formation under 





Glycine accumulation-induced toxicity 
It has been previously shown that excess glycine can be detrimental to cell growth 
(22, 29) or even toxic (30). It has been suggested that this could be due to depletion of one-
carbon units (29), but considering that in our system neither formate nor SAM 
supplementation rescues tumor sphere formation, it is unlikely that this factor explains the 
actions of metformin here. It has also been shown that glycine excess in cells with low 
GLDC activity is toxic because glycine is metabolized to acetone and eventually 
methylglyoxal, which causes macromolecular damage through glycation of molecules, 
particularly lysine and arginine residues of proteins (30). However, since metformin 
neutralizes advanced glycation endproducts (AGEs) formation by methylglyoxal (38-40), 
it is unlikely that methylglyoxal and AGEs accumulation is what is causing the toxicity of 
metformin in TICs here. It has been proposed that inversion of one-carbon flux caused by 
excess glycine is decreasing cell proliferation not only because of one-carbon units 
depletion, but rather because of NADPH depletion (22). This could very well be the case 
here. However, we cannot see an additive effect of combinatory metformin and glycine 
treatment which would suggest that glycine accumulation is indeed part of the mechanism 
of action of metformin (fig. S2B). This might be due to the fact that cells under metformin 
treatment do not uptake most of the excess glycine in the medium. It has been shown that 
glycine uptake is only about 35% in cells grown in DMEM medium containing 0.4 mM 
labeled glycine (22). Use of esterified glycine, which can readily cross cellular membranes, 
might clarify this issue.  
Increase of NAD+/NADH ratio under metformin treatment 
The generally accepted target of metformin is complex I of the mitochondrial 
respiratory chain (33, 41-44). One consequence of this inhibition is accumulation in the 
mitochondrial matrix of NADH, which can’t be reconverted to NAD+ by transferring its 
electrons to complex I. This results in a decrease of the NAD+/NADH ratio in the 




NAD+/NADH ratio in the presence of metformin – can seem surprising. However, this 
experiment was performed on whole cell extracts, and it has been shown that, on whole 
cells, metformin can increase the NAD+/NADH ratio (34). This might be due to increased 
fermentation through lactate dehydrogenase, which consumes NADH to regenerate NAD+ 
(35). 
Metformin and NADPH, a new relationship 
NADPH is mostly used in fatty acid synthesis in cancer cells (22). However, 
membrane fatty acid synthesis occurs in the cytosol but GLDC-related NADPH is 
generated in the mitochondria. This suggests a key role for the NADPH shuttle in 
transferring NADPH equivalents to the cytosol, and highlights it as a potential anticancer 
target.  
It has previously been shown that metformin impairs fatty acid synthesis (45, 46). 
However, it only slightly decreased NADPH levels in LNCaP cells (46), which does not 
reflect the dramatic increase in NADP+/NADPH ratio we see here. This might be due to 
the fact that the authors did not measure NADP+ levels, and therefore could not calculate 
NADP+/NADPH ratio, which might be affected by increased NADP synthesis for example. 
It could also be due to the fact that K-Ras constitutive activation in our PDAC cell line 
AH375 already remodels metabolism in a way that primes it for susceptibility to fatty acid 
synthesis inhibition by metformin, as previously described (45). 
It has been previously shown that p53 can regulate, in colon cancer cell line 
HCT116, NADPH production through the pentose phosphate pathway (PPP) by inhibiting 
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), the enzyme that controls glucose-6-
phosphate entry into the PPP (47), which is the main source of NADPH production besides 
one-carbon metabolism (22). It has also been shown that p53 can inhibit malic enzymes 1 
and 2, decreasing their NADPH production (48). These results suggest that p53 activation 
could mediate the effects of metformin in our model. However, this seems unlikely, given 
that one of the PDAC cell lines we used for our experiments, the NB508 cell line, was 
established from a Pdx1-Cre;LSL-KrasG12D;p53Lox/+;p16+/- mouse model (49), yet was still 




under metformin treatment. On the other hand, NB508 cells were less sensitive to 
metformin than AH375 cells (whose p53 status is unknown), and so it is possible that p53 
does play a role in the decrease in NADPH/NADP+ ratio in PDAC cells. It could simply 
play a lesser role in the p53-heterozygous NB508 cell line, perhaps explaining its decreased 
metformin sensitivity compared to the AH375 cell line. However, since Gldc 
overexpression restores NADP+/NADPH ratio in AH375 cells, this probably indicates that 
the decreased NADPH production under metformin treatment is due to decreased one-
carbon metabolism activity rather than decreased PPP or malic enzyme activity.  
Another intriguing possibility is that PDAC tumor-initiating cells are particularly 
sensitive to metformin because they rely more on Gldc-related one-carbon metabolism to 
generate NADPH than non-TICs. This is quite possible considering that GLDC is very 
strongly expressed in undifferentiated compared to differentiated normal and cancer cells 
(5, 30).  
Regulation of GLDC mRNA levels by metformin 
Although direct metformin target(s) are not definitely established, it is generally 
accepted that complex I is inhibited by metformin (33, 41, 42). This work has established 
that metformin also decreases Gldc mRNA levels, although the mechanism through which 
it does so is unclear, and the link to complex I inhibition – if it exists – has not been 
elucidated. It is possible that complex I inhibition triggers a signal to the nucleus that 
reduces transcription of Gldc and possibly other NADPH-producing genes such as 
Mthfd2L and Mthfd1.  
The decrease in Gldc mRNA levels observed under metformin treatment could be 
due to either reduced transcription or increased levels and/or activity of miRNAs targeting 
it. The miR-30 family and miR-874 both have potential target sites, as determined by the 
DIANA tools (50, 51), in the GLDC mRNA and are known to be tumor suppressors that 
are downregulated in cancer (52-62) and upregulated by metformin treatment (63, 64), 





Materials and methods 
Plasmids and reagents 
Metformin hydrochloride (#PHR1084, Sigma-Aldrich) and formate (#67253, 
Sigma-Aldrich) were diluted in water; glycine (#GLN001.5, Bioshop) was diluted in F12-
DMEM; S-adenosyl-(L)-methionine (#A7007, Sigma-Aldrich) was diluted in DMSO. 
Metformin, formate, glycine and/or S-adenosyl-(L)-methionine were replenished every 2 
days after starting treatments.  
The MSCV-hygro/Gldc vector used for Gldc overexpression was subcloned from 
pCMV6-Kan/Neo/Gldc (#MC205351, Origene) into an MSCV-hygro backbone using 
restriction digest with enzymes SalI/Pme1 on pCMV6-Kan/Neo/Gldc and XhoI/HpaI on 
MSCV-hygro. 
Cell culture and retroviral-mediated gene transfer 
1497, 1498 and 1499 pancreatic ductal cell lines, as well as the transformed AH375 
and NB508 PDAC cell lines were a kind gift from Dr Nabeel Bardeesy’s lab. 1497, 1498, 
1499 and AH375 cell lines were isolated as previously described (65) from 9-week-old 
(1497, 1498, 1499) or 52-week-old (AH375) Pdx1-Cre;LSL-KRasG12D mouse. The NB508 
cell line was established from a Pdx1-Cre;LSL-KrasG12D;p53Lox/+;p16+/- mouse as 
described previously (49).  
Cells were cultured in the following conditions: 1497, 1498, 1499 and AH375 cells 
were propagated on laminin-coated plates (#354239, BD Biosciences) in a pancreatic 
medium consisting of DMEM-F12 (#11330-032, Gibco) supplemented with 5 mg/ml D-
glucose, 1.22 mg/ml Nicotinamide (N-3376, Sigma), 5 nM 3,3’,5-triiodo-L-thyronine 
(#91990, Sigma), 1 µM Dexamethasone (D1756, Sigma), 100 ng/ml Cholera toxin (C8052, 
Sigma), 5 ml/L ITS+ (#354352, BD Biosciences), 0.1 mg/ml Soybean Trypsin Inhibitor 
type 1 (T6522, Sigma), 20 ng/ml EGF (#5331-LF, Cell Signaling Technology), 5% Nu-
Serum IV (#355104, BD Biosciences), 25 µg/ml Bovine Pituitary Extract (13028-014, 




supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Wisent) and 1% penicillin 
G/streptomycin sulfate (P/S; Wisent). Cells were passaged using Tryple E (#12604-013, 
Gibco), except for NB508 cells which were passaged using trypsine-EDTA 1X (Stock 10X; 
325-052-EL, Wisent). Retroviral-mediated gene transfer were performed as previously 
described (66).  
Microarray gene expression analysis 
Microarray samples and analysis were performed as previously described (67). 
GEO accession number: GSE57566. 
Western blot 
Western blot was performed as described previously (66). Antibodies used were 
anti-GLDC (ab97625, Abcam, 1:1000) and anti-beta-actin (#3700, Cell Signaling 
Technology, 1:1000). Band quantification was done using ImageJ or Image Lab 4.0 (Bio-
Rad). 
Real time quantitative PCR 
RT-qPCR was performed as described previously (67). Primers used for Gldc 
mRNA amplification were forward: 5’-tcaatagctcctccgaacttgc-3’ and reverse: 5’-
gcacaaaggggtggatgttgg-3’. 
NAD(P)t and NAD(P)H quantification 
NADP/NADPH quantitation colorimetric kit (#K347-100) and NAD/NADH 
quantitation colorimetric kit (#K337-100) from Biovision were used according to 
manufacturer’s instructions.  
Tumor sphere assay 
Tumor sphere assays were performed in 24-well ultra-low attachment plates 
(#3473, Corning). In each well, 1,000 cells were plated in 1 mL DMEM-F12 medium 




20 ng/mL EGF and FGF (#5331-LF and #5414-LF, Cell Signaling Technology). Cells 
were incubated with 5% CO2 at 37°C and fresh supplements (B27, EGF, FGF) were 
replenished every 5 days. After 10 days, tumor spheres were counted using a microscope.  
Statistics 
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6 software (GraphPad 
Software). Data are presented as means ± SD and were analysed by Student’s t-test (two-
tailed). A p-value < 0.05 was considered statistically significant. All figures show 
representative results of at least 2 biologically independent experiments.  
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Figures and legends 
 
Figure 1. Glycine decarboxylase is overexpressed in PDAC cells compared to PanIN. 
(A) Microarray comparing gene expression of PDAC cell line AH375 to PanIN cell line 
1499 reveals a mitochondrial signature. Glycine decarboxylase (Gldc) is overexpressed in 
AH375 cells. List of gene names can be found in Supplementary Table I.  
 (B) RT-qPCR validation of microarray data.  







Figure 2. Metformin treatment reduces tumor sphere formation and glycine 
decarboxylase mRNA levels.  
(A) Tumor sphere assay on NB508 and AH375 cells treated with indicated doses of 
metformin for 10 days.  
(B) RT-qPCR on Gldc in AH375 and NB508 cells treated with indicated doses of 
metformin for 5 days.  







Figure 3. Glycine decarboxylase overexpression reduces metformin sensitivity.  
(A) Western blot showing glycine decarboxylase (GLDC) levels in vector or GLDC-
overexpressing cells. Quantification done using ImageJ. Indicated values represent relative 
density of the bands normalized to beta-actin.  
(B) Tumor sphere assay on GLDC-overexpressing cells or vector cells treated with 
indicated doses of metformin.  







Figure 4. Glycine decarboxylase overexpression restores NADPH levels but not 
NADH levels under metformin treatment.  
Total NAD(P) and NAD(P)H levels were measured with a Biovision enzymatic kit in 
AH375 cells expressing Gldc or an empty vector and treated or not with metformin. 
NAD+/NADH (A) and NADP+/NADPH (B) ratios were subsequently calculated.  






Figure 5. Schematic of the current working model.  
Metformin treatment inhibits complex I, and this inhibition might trigger signaling that 
results in decreased Gldc mRNA levels. This decrease in Gldc mRNA levels ultimately 
results in lower Gldc activity. This decreases flux through one-carbon metabolism in the 
mitochondria, resulting in lesser NADPH production by Mthfd2L and Fthfd. NADPH 
produced in the mitochondria can be translocated to the cytosol through the NADPH 
shuttle. This decrease in NADPH production results in decreased NADPH-dependent fatty 
acid biosynthesis. This phenotype is reversed by Gldc overexpression.  
Gldc: glycine decarboxylase; GSSG: glutathione oxydée; Mthfd2L: methylene-THF 








Figure S1. Carbon units supplementation does not recapitulate metformin 
desensitization as observed in Gldc-overexpressing cells.  
(A) Tumor sphere assay on AH375 cells treated with indicated doses of metformin and 
formate. No significant differences were found.  
(B) Tumor sphere assay on AH375 cells treated with indicated doses of metformin and S-
adenosyl-(L)-methionine (SAM).  






Figure S2. Metformin sensitivity probably isn’t due to glycine accumulation.  
(A) Tumor sphere assay on AH375 cells with indicated doses of glycine (folds compared 
to normal F12-DMEM medium concentration) or metformin (met).  
(B) Tumor sphere assay on AH375 cells treated with indicated doses of glycine and 
metformin. No significant differences were found. 





Supplementary Table I. List of genes found in microarray (fig. 1A) 
Gene symbol Gene name 
Glul  glutamine synthetase 
Shc1 src homology 2 domain-containing transforming protein C1 
Acsl1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 
Cox7a1 cytochrome c oxidase subunit VIIa 1 
Ndufb11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11 
Caprin2 caprin family member 2 
Cox6b2 cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 2 
Cyp27a1 cytochrome P450, family 27, subfamily a, polypeptide 1 
Acot1 acyl-CoA thioesterase 1 
Cybb cytochrome b-245, beta polypeptide 
Hdhd3 haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 3 
Aldh6a1 aldehyde dehydrogenase family 6, subfamily A1 
Maob monoamine oxidase B 
Ldhd lactate dehydrogenase D 
Gm5945 predicted gene 5945 
Phyh phytanoyl-CoA hydroxylase 
Gldc glycine decarboxylase 
Them5 thioesterase superfamily member 5 
Atp10d ATPase, class V, type 10D 





La metformine et les cellules initiatrices de tumeur 
Il a été démontré, par nous et par d’autres (44-46, 109, 110), que la metformine ciblait 
les cellules initiatrices de tumeur, et ce, dans plusieurs types de cancers. L’implication est que 
la metformine devrait être une thérapie efficace pour tous les cancers contenant des TICs. Par 
contre, nous avons observé en fig. 2A (p. 49) une différence dans la sensibilité à la metformine 
des TICs des lignées de cancer pancréatique NB508 vs AH375. D’autres groupes ont également 
observé des sensibilités variées à la metformine de TICs provenant de différentes lignées 
cellulaires mais d’un même type de cancer (45, 46). Par contre, puisque le mécanisme par lequel 
la metformine affecte les TICs n’est pas encore clair, les éléments déterminant la sensibilité des 
diverses lignées à la metformine ne sont pas connus. Nos résultats laissent croire que 
l’importance relative des voies pentose phosphate versus le métabolisme du carbone pour la 
génération de NADPH pourrait être un déterminant de la sensibilité des TICs à la metformine. 
Si c’est le cas, la metformine serait une bonne thérapie pour cibler les TICs de divers cancers, 
tant qu’elles dépendent assez fortement du métabolisme du carbone pour leur production de 
NADPH.  
Il a été mentionné que le mécanisme par lequel la metformine cible les TICs n’est pas 
encore bien compris. Par contre, il a été publié que la metformine induit l’apoptose sélective des 
TICs dans le cancer du pancréas (46). Il serait important de vérifier si nous observons le même 
phénomène dans nos lignées lors des essais de sphères, en marquant les cellules par du trypan 
bleu par exemple, afin de mesurer la viabilité cellulaire aux différentes doses de metformine.  
Différence dans la sensibilité à la metformine des cellules NB508 vs 
AH375 
En figure 2A (p. 49), il est démontré que le traitement avec 3 mM metformine diminue 
fortement la formation de sphères chez les cellules AH375 mais peu chez les NB508. 
Paradoxalement, les niveaux d’ARNm de Gldc mesurés dans les deux lignées traitées avec 
3 mM metformine sont similaires (fig. 2B, p. 49). Ce résultat peut à première vue sembler aller 
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à l’encontre de l’hypothèse proposant que la diminution de la formation de sphères sous 
metformine est due à une diminution de l’expression de Gldc. Toutefois, il est important de 
comprendre que ces expériences ne sont pas réalisées dans les mêmes conditions. En effet, étant 
donné la difficulté d’obtenir des quantités importantes de matériel ARN lorsque les cellules sont 
cultivées en sphères tumorales, nous avons utilisé des cellules cultivées en adhérence pour 
mesurer les niveaux d’ARNm de Gldc sous traitement metformine. La population cellulaire 
poussant en adhérence n’est pas identique à celle poussant en sphères : elle contient en 
proportion beaucoup moins de cellules initiatrices de tumeur. Il faut donc être conscient que les 
niveaux d’ARNm de Gldc sous traitement metformine présentés en fig. 2B (p. 49) ne reflètent 
pas nécessairement les niveaux d’ARNm de Gldc dans les TICs de ces deux lignées sous 
traitement metformine. Il est possible que, bien que la metformine ait un effet similaire sur les 
niveaux d’ARNm de Gldc dans la population adhérente des deux lignées, elle ait un effet 
beaucoup plus marqué sur les niveaux d’ARNm de Gldc dans les TICs de la lignée AH375. Ceci 
pourrait être dû à la présence de vulnérabilités métaboliques différentes dans cette lignée 
comparativement aux NB508 – par exemple, une dépendance accrue au métabolisme du carbone 
comparativement à la voie pentose phosphate pour la synthèse de NADPH – pour des raisons 
que nous n’avons pas encore élucidées. Les niveaux d’ARNm de Gldc devraient être mesurés 
sur les cellules AH375 et NB508 cultivées en sphères sous traitement metformine, afin de 
clarifier la question.  
Importance de l’accumulation de la glycine 
Le fait que la diminution de l’activité Gldc devrait entraîner une augmentation de la 
glycine intracellulaire, combiné au résultat présenté en fig. S2A (p.53) de l’article qui démontre 
que l’excès de glycine peut diminuer la formation de sphères tumorales, porte à croire que 
l’accumulation de la glycine pourrait jouer un rôle dans les phénomènes observés ici. En effet, 
l’accumulation de glycine pourrait favoriser l’inversion du flux du métabolisme du carbone dans 
la mitochondrie, résultant en une diminution de la formation de NADPH, comme cela a déjà été 
démontré (85). Nous n’avons cependant pas été capables de démontrer un effet additif de la 
glycine et de la metformine (fig. S2B, p.53). Cela est peut-être dû au fait que l’absorption de la 
glycine se fait par des transporteurs, et que donc la cellule peut contrôler la quantité de glycine 
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entrante et limiter ainsi l’excès de glycine intracellulaire. En effet, seulement 35% de la glycine 
dans un milieu DMEM contenant 0.4 mM de glycine est absorbée (85). Il aurait été intéressant 
de tester l’additivité des traitements glycine et metformine en utilisant de la glycine estérifiée, 
capable de traverser les membranes cellulaires (108), afin de clarifier cela. De plus, une 
quantification de la glycine intracellulaire aurait pu être effectuée par GC-MS ou RMN dans les 
cellules AH375 vecteur ou Gldc traitées ou non à la metformine, afin de voir si la metformine 
induisait dans les cellules vecteur une accumulation de glycine qui était absente dans les cellules 
Gldc.  
Importance du NADPH dans la sensibilité à la metformine 
Les résultats présentés ici suggèrent que la diminution de NADPH est un élément 
important de l’inhibition de la formation de sphères tumorales par la metformine, puisque 
lorsque la metformine bloque la formation de sphères le NADPH diminue, et lorsqu’elle ne la 
bloque pas (dans les cellules Gldc) le NADPH ne diminue pas (fig. 4B, p.50). Toutefois, ceci 
est une observation corrélative et non une preuve de causalité. Il sera nécessaire de tester si 
l’extinction par shARN de l’expression de Gldc module le ratio NADP+/NADPH de la même 
manière que le traitement metformine.  
Si c’est effectivement la production de NADPH qui est importante pour désensibiliser à 
la metformine, alors la surexpression de Mthfd2L ou de Mthfd1 devrait avoir le même effet sur 
la formation de sphères que la surexpression de Gldc. Si le NADPH est principalement 
important pour restaurer la synthèse des acides gras, (qui a précédemment été proposée comme 
une cible de la metformine (61, 63)), alors il est principalement utilisé dans le cytosol. Cela 
implique que le NADPH produit dans la mitochondrie doit être transféré au cytosol par le 
système de transport du NADPH. Par conséquent, le knockdown de composantes du système de 
transport du NADPH, comme Idh1/2, devrait restaurer la sensibilité à la metformine dans les 
cellules surexprimant Gldc ou Mthfd2L, mais pas dans les cellules surexprimant Mthfd1. Des 
études métabolomiques mesurant la présence des acides gras en élongation devraient montrer 
que la metformine diminue la synthèse des acides gras dans les cellules vecteur, mais pas dans 
les cellules surexprimant Gldc, Mthfd2L ou Mthfd1.  
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Importance du NADPH pour les cellules cancéreuses 
Pour les cellules cancéreuses, le NADPH sert principalement à la synthèse des acides 
gras et à la protection contre les ROS (76, 83, 93, 100). Puisque la metformine diminue la 
production de ROS (60), il est peu probable que ce soit cet aspect dépendant du NADPH qui 
soit important pour la diminution de la formation de sphères tumorales; les résultats nous laissent 
donc supposer que ce serait plutôt la synthèse des acides gras qui serait en cause. Il aurait été 
possible de tester cette hypothèse en mesurant la synthèse de lipides chez les cellules AH375 
surexprimant ou non Gldc et traitées ou non à la metformine. La synthèse de lipides aurait pu 
être mesurée par métabolomique pour quantifier précisément les précurseurs et les différents 
types de lipides. Puisque le NADPH permet la conversion du 3-cétoacyl-ACP en 3-hydroxyacyl-
ACP, et celle du trans-2-énoyl-ACP en acyl-ACP (96), la déplétion de NADPH induite par la 
metformine devrait logiquement entraîner une accumulation de 3-cétoacyl-ACP, et peut-être 
aussi de trans-2-énoyl-ACP. La synthèse des lipides aurait pu aussi être mesurée par coloration 
oil red O, un colorant liposoluble marquant les lipides et permettant de les quantifier 
visuellement entre les différentes conditions (111). Le désavantage de cette technique est qu’elle 
mesure la présence de lipides de manière très générale, et ne permet pas d’observer 
l’accumulation ou non de certains précurseurs spécifiques.  
Régulation de la production de NADPH par p53 
Comme discuté dans l’article, il a été démontré que p53 pouvait réguler la production de 
NADPH par G6PD et ME1/2 (101, 105). Nos résultats ne nous permettent malheureusement 
pas de conclure de manière décisive sur le rôle de p53 sur la production de NADPH dans notre 
modèle. Pour ce faire, il aurait fallu mesurer le ratio NADP+/NADPH dans les NB508 traitées à 
la metformine comparativement aux AH375 traitées metformine, pour voir si l’effet de la 
metformine sur le ratio NADP+/NADPH était moindre sur les NB508 que sur les AH375. Il 
aurait fallu également vérifier le statut de p53 dans les AH375 par séquençage génomique. En 
effet, même si la souris à partir de laquelle cette lignée a été établie était p53+/+, il est très possible 
que l’expression ou la fonction de p53 ait été perdue lors de la progression vers le PDAC (112), 
et que p53 ne puisse donc pas affecter la production de G6pd ou Me1/2 dans notre modèle.   
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Régulation transcriptionnelle de Gldc par la metformine 
Une question à laquelle ce projet n’apporte pas encore de réponse est celle du mécanisme 
permettant la régulation des niveaux d’ARNm de Gldc par la metformine. Cette régulation 
pourrait se faire de deux façons, par répression transcriptionnelle ou par miARN(s).  
L’hypothèse de la répression transcriptionnelle propose que la metformine, soit par son 
inhibition du complexe I ou par un autre mécanisme, induise une signalisation cellulaire 
résultant en l’activation de répresseur(s) transcriptionnel(s) ciblant, entre autres, Gldc, ce qui 
expliquerait les niveaux d’ARNm réduits observés. Il a été démontré que l’activation d’AMPK 
pouvait induire la liaison des récepteurs reliés à l’œstrogène α et γ (ERRα/γ) et de leurs 
coactivateurs PGC-1α/β à plusieurs gènes du métabolisme du folate, et ce, d’une manière 
réprimant la transcription (113), expliquant possiblement l’effet de la metformine sur Gldc 
observé ici. Cela pourrait être validé en testant si des shARNs contre AMPK, ERR ou PGC-1 
permettraient de désensibiliser les cellules à la metformine d’une manière similaire à la 
surexpression de Gldc. Plus largement, l’hypothèse de la régulation transcriptionnelle de Gldc 
par la metformine pourrait être testée par l’utilisation d’un rapporteur luciférase contenant le 
promoteur de Gldc. Si l’activité luciférase du rapporteur diminue dans les cellules AH375 
traitées ou non à la metformine, alors l’hypothèse de la régulation transcriptionnelle est 
probablement correcte. Si par contre ce n’est pas le cas, cela laisse supposer que la diminution 
de l’ARNm Gldc est plutôt due à une régulation post-transcriptionnelle. 
Il est possible que la diminution des niveaux d’ARNm de Gldc soit due à une 
augmentation induite par la metformine de l’activité de miARN(s) la ciblant. Il a été mentionné 
dans l’article que la famille miR-30, de même que miR-874 ont des sites potentiels dans 
l’ARNm Gldc, tel que déterminé par l’outil DIANA (114, 115). Ces miARNs sont des 
suppresseurs de tumeur dont l’expression est diminuée dans le cancer (116-126) et augmentée 
par le traitement metformine (127, 128), ce qui en fait de possibles candidats pour cette 
régulation. Cette hypothèse pourrait être testée d’abord en mesurant par RT-qPCR les niveaux 
de ces miARNs dans les cellules AH375 surexprimant ou non Gldc et traitées ou non à la 
metformine. Normalement, les niveaux de ces miARNs devraient augmenter dans les deux 
conditions de traitement metformine. La validation du ciblage de Gldc par ces miARNs pourrait 
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se faire en les surexprimant et en mesurant ensuite par RT-qPCR les niveaux d’ARNm de Gldc. 
Cela pourrait aussi être testé par essai de rapporteur luciférase, en utilisant un rapporteur 
contenant le 3’UTR de Gldc (129). L’élimination de ces miARNs par CRISPR ou par 
l’utilisation d’éponge à miARNs devrait diminuer la sensibilité à la metformine d’une manière 
similaire à ce qui a été observé pour la surexpression de Gldc. Inversement, la surexpression de 
ces miARNs devrait récapituler l’effet de la metformine sur la formation de sphères tumorales 
et le ratio NADP+/NADPH. Par contre, notons que ces miARNs n’ont pas de sites potentiels 
dans Mthfd1/2L, ce qui n’irait pas dans le sens d’une régulation plus globale du métabolisme 
du carbone par la metformine.  
Régulation des niveaux protéiques de Gldc et de son activité 
enzymatique par la metformine 
Notons qu’il reste à mesurer la régulation des niveaux protéiques de Gldc par la 
metformine, ainsi que l’impact de cette régulation sur son activité enzymatique. En effet, il est 
possible qu’en situation normale la quantité totale de Gldc présente dans la cellule soit 
supérieure à l’activité enzymatique de Gldc utilisée. Dans ce cas, une diminution de l’expression 
de Gldc ne représenterait pas nécessairement une diminution de la réaction catalysée par Gldc. 
L’immunobuvardage de la fig. 3A (p. 50) montre une diminution des niveaux endogènes de 
Gldc sous traitement metformine dans les cellules vecteur, ce qui laisse croire que la diminution 
des niveaux d’ARNm se traduit effectivement par une baisse des niveaux protéiques. Il serait 
important de tester l’impact de cette diminution des niveaux de Gldc sur l’activité enzymatique 
du système de clivage de la glycine. Ceci pourrait être fait en mesurant la libération du carbone 
marqué de la [1-14C] glycine sous forme de 14CO2 (130) dans les cellules 1499 et AH375 traitées 
avec différentes doses de metformine.  
GLDC, hypoxie et metformine 
La metformine induit une inhibition de la chaîne respiratoire en bloquant le complexe I 
(57), ce qui entraîne une diminution de la capacité de la cellule à utiliser la phosphorylation 
oxydative pour générer de l’énergie, et donc la nécessité pour la cellule de reprogrammer son 
métabolisme vers un métabolisme glycolytique – l’incapacité à effectuer ce changement 
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métabolique entraînant la mort cellulaire (79). On peut donc supposer que les cellules possédant 
une meilleure capacité à fonctionner en hypoxie totale ou partielle résisteront mieux à la 
metformine, ayant déjà un métabolisme plutôt glycolytique qu’oxydatif. Sachant que la 
surexpression de GLDC confère un avantage de survie considérable aux cellules tumorales en 
situation d’hypoxie (108), il n’est donc pas étonnant que la surexpression de GLDC confère 





Les résultats de cette étude suggèrent que l’augmentation du ratio NADP+/NADPH serait 
importante pour la sensibilité des TICs à la metformine. Ainsi, il est envisageable de concevoir 
des traitements bloquant la production de NADPH afin de cibler les TICs. Plus précisément, les 
enzymes du métabolisme du carbone directement impliquées dans la  production de NADPH, 
c’est-à-dire MTHFD1/2L, pourraient être envisagées comme cibles thérapeutiques. Puisqu’il a 
été démontré que GLDC était cruciale aux TICs (107), et que nous démontrons ici que la 
surexpression de GLDC permet de restaurer les niveaux de NADPH sous traitement 
metformine, il serait également envisageable de cibler à la fois MTHFD1/2L et GLDC. Une 
autre avenue thérapeutique possible serait de cibler non pas les enzymes productrices de 
NADPH directement, mais la navette permettant de transporter les équivalents de NADPH de 
la mitochondrie au cytosol. Par contre, le ciblage du mécanisme de transport du NADPH risque 
d’être moins spécifique aux TICs, et même aux cellules cancéreuses en général, 
comparativement aux cellules normales, puisque ces enzymes et transporteurs sont exprimés 
dans les cellules saines aussi, tandis que GLDC, par exemple, est fortement surexprimée dans 
les cellules transformées dédifférenciées, mais pas dans les cellules transformées différenciées 





Ce projet a démontré que la glycine décarboxylase était fortement surexprimée dans les 
cellules malignes de PDAC comparativement à des cellules bénignes de PanIN, et que cette 
enzyme était un déterminant important de la sensibilité à la metformine, puisque le traitement à 
la metformine diminue son expression, et que sa surexpression diminue la réponse à la 
metformine. Nous n’avons pas pu démontrer le mécanisme direct expliquant cette 
désensibilisation à la metformine par la Gldc, mais nous démontrons que la surexpression de 
Gldc restaure les niveaux de NADPH, qui sont fortement diminués sous traitement metformine, 
permettant potentiellement la reprise de la synthèse des acides gras et donc de la prolifération 
cellulaire. Nous proposons donc un modèle dans lequel la metformine induit, par un mécanisme 
encore inconnu, une forte augmentation du ratio NADP+/NADPH, ce qui bloque la protection 
contre les ROS, mais surtout la synthèse des acides gras, ce qui nuit à la prolifération des cellules 
initiatrices de tumeur. Ces résultats ouvrent la porte à une nouvelle compréhension du 
mécanisme d’action de la metformine, et nous permettront éventuellement de concevoir des 
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